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摘　要：乳酸杆菌是一种具有促进人类健康的菌株，在食品工业中具有悠久的使用历史。近年来，基因编辑技术成

为了开发利用微生物的有效工具。其中，成簇规律性间隔短回文（Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats，CRISPR）及其相关因子（CRISPR-associated，Cas）所组成的 CRISPR-Cas9 技术由于步骤简便、效率高

且准确性高等优势，已经被广泛地运用于基因编辑的研究中。将 CRISPR-Cas9 技术应用于乳酸杆菌将促进对其本

身生理特性及其促进人体健康分子机制的研究，从而推动下一代具有定制功能乳酸杆菌的开发。本文综述了部分

乳酸杆菌在食品加工中的应用以及 CRISPR-Cas9 技术在乳酸杆菌中的应用进展，旨在为国内乳酸杆菌生物工程化

的研究与开发提供一些思路。
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Abstract：Lactobacillus is a strain that promotes human health and has a long history of use in the food industry. In recent
years, gene editing technology has become an effective tool for the development and utilization of microorganisms. Among
them,  CRISPR-Cas9  technology  that  composed  of  clustered  regularly  interspaced  short  palindromic  repeats  and  its
associated protein has been widely used in gene editing research due to its advantages of simple steps, high efficiency and
accuracy. The application of CRISPR-Cas9 technology to Lactobacillus will promote the research of its own physiological
characteristics and the molecular  mechanism of promoting human health,  thereby promoting the development of  the next
generation of Lactobacillus with customized functions. This article reviews the application of some Lactobacillus in food
processing and the application progress of CRISPR-Cas9 technology in Lactobacillus, aiming to provide some ideas for the
research and development of domestic Lactobacillus bioengineering.
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几个世纪以来，乳酸杆菌作为一种能发酵食物

的益生菌，已成为开发食品配方和益生菌产品最常用

的微生物之一。随着对乳酸杆菌研究的不断深入，乳

酸杆菌的生理机制和生物特性被广泛开发与利用。

通过对乳酸杆菌的基因进行修饰，从而开发出具有更

优良性质的可用于食品、药物生产的新型乳酸杆菌，

是目前研究的热点之一。因此，高效的基因修饰技术

是必不可缺的工具。

近年来，CRISPR-Cas9 技术以效率高、简便、成本

低等特点在农业、医疗药物等领域中大放异彩[1−2]。

但美中不足的是，该技术的效率、精确性还有待提

高，同时消费者和工业界对转基因产物的安全性也持
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有怀疑的态度，因此经过基因修饰的产物会受到严格

的监管[3]。但从科学的角度来看，基因编辑的转基因

乳酸杆菌是很有潜力的，且国内外也已经允许了一部

分应用 CRISPR-Cas9 技术编辑植物的使用[4−5]。因

此，利用 CRISPR-Cas9 技术对乳酸杆菌进行改造是

一个值得关注的研究方向。

目前，CRISPR-Cas9 技术在乳酸杆菌中的应用

较少。现有研究主要集中在对乳酸杆菌自身 CRISPR-
Cas 系统的分析和研究，而对乳酸杆菌原位基因修饰

的研究报道并不多见。与传统的菌株改良方法相比，

CRISPR-Cas9 技术可极大地提高乳酸杆菌靶向位点

的正确性并做到无痕基因组修饰，通过此技术获得的

菌株甚至有可能比通过传统的随机诱变方法获得的

菌株更为安全[6]。随着基因编辑技术的逐渐成熟，以

及大众接受程度的增加，CRISPR-Cas9 技术编辑过

的乳酸杆菌将会广泛地应用到人体健康、食品工业

等领域。本文对部分乳酸杆菌和 CRISPR-Cas9 技术

进行介绍，对 CRISPR-Cas9 技术在乳酸杆菌中的应

用与存在的问题进行综述，并展望未来 CRISPR-
Cas9 技术运用到乳酸杆菌的发展趋势，期望为国内

乳酸杆菌生物工程化的研究与开发提供一些思路。 

1　乳酸杆菌的概述
乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）是指能利用

可发酵碳水化合物并产生大量乳酸的一类无芽孢、

革兰氏染色阳性细菌[7]。这类细菌是一种分布极为

广泛、具有丰富多样化的物种，以杆菌或球菌为主[8]。

乳酸菌至少包括 18 个属，由 200 多种已被正式认可

的物种和亚种组成[9−10]，其中乳酸杆菌（Lactobacillus）
最为重要。乳酸杆菌不仅是人类体内的共生菌之一，

而且在人类健康和食品工业等方面也起到了不可或

缺的作用[11]。

早在公元 3 世纪，乳酸杆菌就已经开始被人类

用于发酵食物[12]，而对乳酸杆菌长期的研究和应用早

已证明了一些乳酸杆菌是安全的、具有多种功能作

用的益生菌，因此它们也被广泛应用于保健食品，促

进人体健康[13–15]。其中，最典型的是乳酸杆菌可以防

治乳糖不耐症（喝鲜奶时出现的腹胀、腹泻等症状）[16]，

因为乳糖会被乳酸杆菌产生的乳糖酶所降解形成更

容易吸收的小分子状态，使得乳糖不耐受患者可以接

受乳制品[17]。同时，乳酸杆菌可以增加肠道有益菌

群，改善人体胃肠道功能，恢复人体肠道内的菌群平

衡，形成抗菌生物屏障，维护人体健康[18−19]。此外，乳

酸杆菌可抑制脂肪酸的吸收，进而减少体脂增加。

Jang 等[20] 利用动物喂养实验的方法分别对小鼠进行

口服灌胃鼠李糖乳杆菌和生理盐水的处理，以评估鼠

李糖乳杆菌（L. rhamnosus）对肝脏脂质积聚和造成

肥胖的慢性作用，结果表明口服鼠李糖乳杆菌的小鼠

肠道显著减少了对脂肪酸的吸收。

乳酸杆菌不仅对人体有着许多有益的功能，同

时也是食品工业中的重要菌种，能赋予食品独特的风

味以及改善食品的品质和营养成分[21]。唐立伟等[22]

研究了鼠李糖乳杆菌（L. rhamnosus）、瑞士乳杆菌（L.
helveticus）、副干酪乳杆菌（L. paracasei）等四种典型

的乳酸杆菌在乳品发酵过程中的 pH、酸度变化、货

架期内的活菌数变化及耐胃酸的能力，结果表明 L.
helveticus 发酵乳产酸快但货架期短，而 L. paracasei
和 L. rhamnosus 的发酵乳货架期稳定性优良。此

外，乳酸杆菌在养殖业中也发挥了重要作用，唾液乳

杆菌（L. salivarius）可以改善鸡的生长性能，有效增

加体重和免疫器官的相对重量，而且还可减轻热应激

引起的器官损伤以及增强传染性法氏囊病（Infectious
bursal  disease  virus,  IBDV）疫苗免疫后的免疫应

答[23]。

上述研究结果表明，乳酸杆菌不仅能促进人体

健康，在发酵食品中的工业应用和养殖业等领域同样

也占据着非常重要的地位。表 1 列出了一些乳酸杆

菌的代表菌种及其在食品加工中的应用。 

2　CRISPR-Cas9技术的发现及作用机制
基因编辑是能精确插入、删除、替换生物体中含

有遗传信息的基因序列的新兴技术，而 CRISPR-Cas9
是继锌指核酸酶技术（Zinc-finger nuclease，ZFNs）、
转录激活因子样效应物核酸酶技术（Transcription
activator-like  effector  nuclease，TALENs）等基因编

辑技术推出后的第三代基因编辑技术。短短几年内，
 

表 1    部分乳酸杆菌的菌种及其在食品加工中的应用

Table 1    Some Lactobacillus strains and their application in food processing

菌种 产品类型 作用 参考文献

保加利亚乳杆菌L. bulgaricus
发酵乳 提高乳产品的粘度，有效改善口感和防止乳清析出 [24]
乳饮料 使乳饮料产生愉悦的风味物质，使口感柔和爽口，提升营养价值 [25]

嗜酸乳杆菌L. acidophilus
果汁饮料 降低果汁的酸度，改善果汁口感 [26]
乳饮料 产生新风味，降低胆固醇，改善口感 [27]

瑞士乳杆菌L. helveticus 大豆奶酪 改善大豆奶酪的质构和风味 [28]
鼠李糖乳杆菌L. rhamnosus 玉米发糕 增大硬度、增强咀嚼性、改善弹性 [29]

植物乳杆菌L. plantarum干酪乳杆菌L. casei 广式腊肠 增加色泽和风味，改善品质 [30]
希氏乳杆菌L. hilgardii 葡萄酒 提升香气质量 [31]

副干酪乳杆菌L. paracasei L-乳酸酸菜 生产出能被人体代谢的L-乳酸 [32]
德氏乳杆菌L. delbrueckii 胞外多糖 提高胞外多糖的产量和抗氧化活性 [32]
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CRISPR-Cas9 技术风靡全球，成为现有基因编辑和

基因修饰里面效率最高、最简便、成本最低、最容易

上手的技术之一，也是当今最主流的基因编辑系统。

前两代基因编辑技术都需要构建结合蛋白和 Fok

I 核酸内切酶的结构域组成的复杂系统。ZFNs 作为

第一代基因编辑技术，锌指蛋白能识别特定的 3 个

连续碱基对，由 Fok I 核酸内切酶的结构域负责切

割 DNA，其设计依赖上下游序列，脱靶率高，具有细

胞毒性，且这项技术专利被美国 Sangamo 垄断，因此

自问世以来无大规模应用[33]。第二代的 TALENs

与 ZFNs 类似，TALENs 由 TALE 基序串联成决定

靶向性的 DNA 识别模块，一个 TALE 基序识别一个

碱基对，特异性高，细胞毒性比 ZFNs 低。但 TALENs

存在较多的重复序列，需要大量测序工作，且模块组

装过程繁琐[34]。而 CRISPR-Cas9 技术除了靶向精

准、脱靶率低、细胞毒性低等特点外，另一个显著优

势是它能够同时编辑多个基因，利用多个 gRNAs 靶

向不同的基因，为复杂的多基因编辑研究开辟了新的

可能性[35]。

CRISPR 是 1987 年由石野良纯等在大肠杆菌

（E. coli）基因组中意外发现的一系列串联重复 DNA

片段，这些片段含 29 个保守碱基且被另一段含

32 个碱基的可变序列隔开，但当时对这种结构的生

物学功能不得而知[36]。九十年代，随着研究者在多种

细菌和古细菌基因组中都发现了这种特殊的重复片

段[37]，因此在 2000 年将其统称为短规律性间隔重复

（Short regularly spaced repeat, SRSR）序列[38]。直到

2002 年，Jansen 等[39] 对这种特殊结构进行深入研究

后，正式将这种结构命名为成簇规律性间隔短回文

（ Clustered  regularly  interspaced  short  palindromic

repeats，CRISPR）序列。随后研究者陆续发现许多

与 CRISPR 序列功能相关联的基因，并将其统称为

CRISPR-相关因子（CRISPR-associated，Cas）。最初

对于 CRISPR-Cas 功能的假设是其可能参与细胞的

DNA 限制性保护和复制子分配等过程[40]。然而在

2005 年，有研究者提出 CRISPR-Cas 是一种适应性

免疫系统的假说[41]，且这个假说在 2007 年成功被

Barrangou 等[42] 验证。Barrangou 等[42] 发现这个系

统可以将新的噬菌体 DNA 整合到 CRISPR 阵列中，

这使它们被同样的病毒再次入侵时细菌就有了抗性，

使其免遭攻击。Bolotin 等[43] 在研究嗜热链球菌（S. th-

ermophilus）的基因组时，发现了一个不寻常的 CRISPR

基因座。尽管这个 CRISPR 阵列与先前报道的系统

相似，但它不仅缺少一些已知的 Cas 基因，又包含新

的 Cas 基因，包括编码大分子蛋白质的基因。Bolotin

等预测该基因表达的蛋白具有核酸酶活性，这个基因

就是 Cas9。自此，对 CRISPR-Cas9 系统相关的研究

开始增加。

目前，CRISPR-Cas 系统被分为 I、II 和 III 型三

种主要类型 [44]，而 CRISPR-Cas9 属于 II 型系统。

CRISPR-Cas9 系统在适应性免疫时遵循着三个步

骤：间隔序列的获取，crRNA 的形成与干扰（图 1）。

具体步骤表现为当外源病毒或质粒 DNA 进入细胞

时，细胞通过专门的 Cas 蛋白将外源 DNA 序列剪成

小片段并整合到连续的 DNA 片段中，形成一个新

的 CRISPR 间隔序列[45]。然后这个新的间隔序列被

转录成 CRISPR RNA 前体（Pre-crRNA）和反式激活

RNA（Trans-activating RNA，tracrRNA），然后在核糖

核酸酶 III（Ribonuclease III，RNaseIII）的作用下形成

成熟的 crRNA[46]。最后 crRNA 协同 tracrRNA 通过

特异性的方式引导 Cas9 蛋白去切割入侵的目标

DNA 以达到免疫干扰的效果[47–49]。在 Cas9 蛋白被

证实能对特定的 DNA 进行靶向断裂后，Jinek 等[50]

的研究指出，可以将 CRISPR-Cas9 系统中的 crRNA
 

细菌的DNA

CRISPR序列

质粒DNA

病毒DNA

Cas-DNA
新的间隔序列

整合后的CRISPR序列 crRNA前体
外源DNA再入侵

成熟crRNA

失活DNACas-crRNA-tracrRNA复合体

1. 外源DNA入侵 2. Cas蛋白对DNA
识别并切割DNA形
成新的间隔序列

3. 将新的间隔序列整
合至CRISPR序列

4. crRNA前体和反式激活RNA
的转录，crRNA前体加工形成
成熟的crRNA后和反式激活RNA
以及Cas9蛋白形成复合体

5. Cas9复合体作用于
再度入侵的外源DNA，
使其失活

反式激活RNA

图 1    CRISPR-Cas9 系统适应性免疫的简化步骤

Fig.1    Simplified steps for adaptive immunity of CRISPR-Cas9 system
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和 tracrRNA 融合在一起，形成一个单一的合成导向

RNA，即单导向 RNA（Single-guide RNA，sgRNA），

进一步简化了系统，为 CRISPR-Cas9 技术广泛应用

于基因靶向和基因编辑奠定了基础。之后陆续有研

究者将这种技术应用于基因编辑技术。总的来说，

CRISPR-Cas9 技术由于具有实验简单，操作容易，用

时短等优势，已经被研究者们广泛应用在植物、小鼠

和人类细胞中，并进行了临床试验[51–53]。 

3　CRISPR-Cas9技术应用于乳酸杆菌基因

的编辑 

3.1　CRISPR-Cas9 技术改造乳酸杆菌

多年来，乳酸杆菌早已被用作为微生物工厂，用

于生产各种蛋白质和代谢产物以及生物催化剂[54−55]。

通过 CRISPR-Cas9 基因编辑技术去打造更优质的菌

种，其目的在于改良乳酸杆菌的性状、提升产物的质

和量，或者降低乳酸杆菌释放污染物和有害物污染环

境的风险。

利用 CRISPR-Cas9 技术可以把乳酸杆菌打造

成具有优良性状的菌株。Goh 等[56] 将 L. paracasei
细胞表面相关的果糖糖苷酶基因 fosE 敲入无法代谢

低聚果糖（Fructooligosaccharide，FOS）的 L.  rham-
nosus 中，重组菌株能在含有 FOS 的 mMRS 培养基

中生长，这表明了重组菌株拥有了对果糖的代谢能

力。CRISPR-Cas9 系统还可以被编辑成选择性地靶

向乳酸杆菌中的抗生素耐药基因，Hidalgo-Canta-
brana 等[57] 利用 CRISPR-Cas9 技术敲掉乳酸杆菌的

与抗生素耐药性有关的 tetW 基因，从而减少和转移

了乳酸杆菌的抗生素耐药性。

在食品工业中，乳酸杆菌常常被用于生产胞外

多糖（Exopolysaccharides，EPS），EPS 由于可赋予发

酵乳制品特殊的质构和风味，从而广泛用于食品的增

稠、稳定、乳化、胶凝及持水[58]。为了进一步利用乳

酸杆菌生产 EPS 的能力，有必要对其结构与功能基

因进行深入了解以达到优化生产的目的。Song 等[59]

使用 CRIPSR-Cas9 技术对 L.  casei 的 EPS 生物合

成基因 LC2W-2189 进行了敲除，研究结果表明敲除

后菌株的 EPS 产量明显降低。Mayer 等 [60] 鉴定出

约翰逊氏乳杆菌（L. johnsonii）中的一种假定基因细

菌烯醇糖基转移酶（FI9785-242，242）对 EPS-1 的合

成很重要，在 L.  johnsonii FI9785 基因组中利用

CRISPR-Cas9 技术敲除 242 基因以构建菌株 Δ242，
而菌株 Δ242 细胞沉淀和上清液中均未检测到 EPS-
1。Dertli 等[61] 研究报道指出，L. johnsonii FI9785 能

够产生两种不同的 EPS，分别是 EPS-1 和 EPS-2，该
研究进一步鉴定出了与 EPS 合成相关的 eps 基因

簇，而其中的 epsA 基因是合成 EPS-1 和 EPS-2 的关

键基因。这些或许是乳酸杆菌 EPS 生物合成的机制

的一部分，为利用 CRISPR-Cas9 技术构建菌体外生

产合成 EPS 提供了一个新的思路。Zhou 等[62] 采用

CRISPR-Cas9 技术对 L. plantarum 进行了无缝基因

组编辑，设计并构建了可以产生 n-乙酰氨基葡萄糖

的菌株，在未引入外源标记基因和质粒的情况下，最

终菌株的生产 n-乙酰氨基葡萄糖的量为 797.3 mg/L。
Dato 等[63] 研究表明酿酒酵母（S. cerevisiae）腺苷甲

硫氨酸同工酶 2（S-adenosylmethionine2，SAM2）的
表达量与 L-乳酸的合成量相关，利用 CRISPR-Cas9
技术除掉菌株的 SAM2 基因后，菌株的乳酸产量比

正常菌株平均增加了 5.4%，并且敲除掉 SAM2 基因

基本不会影响菌株的活力。总的来说，通过对乳酸杆

菌生产代谢产物的基因结构运用生物工程的方法进

行优化，是一种非常有效且具有前景的策略手段。

除产生有益物质外，乳酸杆菌也会产生一些对

人体有害的物质，例如 D-乳酸。因为人和动物体内

并不存在 D-乳酸脱氢酶，因此不能分解代谢 D-乳
酸[64]，人体摄入过多 D-乳酸会导致出现代谢紊乱，甚

至中毒的症状[65]。通常来说，乳酸杆菌会同时产生两

种乳酸，分别是 L-乳酸和 D-乳酸，而调控生产这两

种乳酸的关键基因是一个 D-乳酸脱氢酶 ldhD 基因

和 L-乳酸脱氢酶 ldhL 基因 [66]。研究表明，通过

CRISPR-Cas9 技术敲除或替换掉 ldhD 是降低乳酸

杆菌生产 D-乳酸的一种有效方法。张一凡[67] 通过

CRISPR-Cas9 技术构建了一株被敲除掉 ldhD 基

因、过表达 L-乳酸脱氢酶的 L. casei 突变菌株，发现

突变菌株产生 L-乳酸的产量提高了 16.3%，光学纯

度也由 95.2% 提升至 99.0%，大大提高了高纯度 L-
乳酸的产量，降低了 D-乳酸的生成。上述的研究表

明利用 CRISPR-Cas9 技术可有效降低乳酸杆菌中对

人体有害物质的产生。

尽管 D-乳酸对人体有害，但不能否认它在生物

可降解塑料工业中的价值。随着基因编辑技术的进

步，通过基因工程打造合适的乳酸杆菌用于生产 D-
乳酸在近几年也成为了研究热点之一。Huang 等[68]

研究表明 L. bulgaricus 的 ldhD 同源基因 ldb0101
和 ldb1010 在过表达的情况下能让菌株生产更多 D-
乳酸。Assavasirijinda 等[69] 将 L. delbrueckii 的 ldhD
基因通过 CRISPR-Cas9 技术导入工程化的嗜碱芽孢

杆菌（B. alcalophilus）菌株，并通过破坏负责合成胞

外多糖的关键基因 epsD，以增加产量并简化下游生

产过程。Ozaki 等 [70] 通过 CRISPR-Cas9 基因组编

辑技术将 L. plantarum 中的 ldhD 基因导入至栗酒

裂殖酵母（S. pombe），并通过 CRISPR 基因敲除破坏

了菌株中竞争 D-乳酸合成相关的丙酮酸脱氢酶的

基因 pdc101 和 pdc202 和编码 L-乳酸的基因 ldhL，
显著促进了菌株利用葡萄糖转化生成 D-乳酸的

效率。

近年来，基于 CRISPR-Cas9 技术去修饰编辑菌

株，改善其性状、将其改造作为“生产工厂”来产生所

需物质的报道越来越多。而乳酸杆菌作为一种公认

的益生菌，利用 CRISPR-Cas9 技术对其合理化改造

将会是未来的研究的主要的方向。 
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3.2　CRISPR-Cas9 技术应用于乳酸杆菌基因编辑存

在的问题

大多数天然的乳酸杆菌都属于“公认安全”标准

（Generally recognized as safe，GRAS）的范畴，因此，

这类乳酸杆菌在食品工业、医药等方面已经被广泛

运用[71]。但目前还没有转基因乳酸杆菌被美国食品

药品监督管理局认定为 GRAS，主要是因为乳酸杆

菌基因组被改造后，其遗传的稳定性、对人体潜在的

安全性尚未得知，且现有的基因编辑技术依然存在问

题缺陷，如目标损坏、脱靶编辑、低效率等问题，即使

是目前最先进的第三代基因编辑技术 CRISPR-Cas9
也不能保证每次都能完美地打造出产品[72]。

如何提高准确率，避免脱靶是目前基因编辑技

术面临的最大挑战。虽然 CRISPR-Cas9 相较于 ZFNs
和 TALENs 技术对靶向基因操作更加简单便捷，

CRISPR-Cas9 只需要将引导 RNA 序列与特定的靶

区匹配，就可以将 Cas 酶引导到该位点，引入双链断

裂，但同样存在脱靶的风险，影响基因编辑成功率[73]。

在利用 CRISPR-Cas9 打造乳酸杆菌时，可能会发生

靶向位点的大量缺失、基因组重排列、切割位点远端

病变等脱靶效应，从而使乳酸杆菌产生有害物质或造

成乳酸杆菌的死亡，甚至会打造成一种有害的微生

物。而当这些有害物质或者重组的有害微生物没有

及时处理，被意外或人为地释放到自然界中，有可能

会打破生态平衡，最终对人类造成严重的威胁。其中

一个影响脱靶的重要原因是 CRISPR-Cas9 系统依赖

于内源性 DNA 修复因子不能被有效地控制，也不能

预测该因子产生的错误[74]。为了解决缺乏稳健的

DNA 修复机制的问题，Goh 等[75] 在乳酸杆菌中的非同

源性末端接合（Non-homologous end joining，NHEJ）的
DNA 损伤修复机制中，利用化脓性链球菌（Strepto-
coccus）的切口酶变体 Cas9 D10A 在嗜酸乳杆菌（L.
acidophilus）中进行靶向基因删除和插入，从而减少

因为双链断裂引起 L. acidophilus 的死亡。尽管现在

已有科学家研究开发出缓解脱靶问题的方法，但是造

成脱靶有着许多因素的影响，如细胞类型、CRISPR-
Cas9 组件的表达水平、传递方法等，一个因素或多个

因素共同影响都会导致脱靶[76]。目前，CRISPR-Cas9
系统号称能实现多个基因的编辑，但在大规模地打造

乳酸杆菌的过程中，其精确性、效率仍然有上升的空

间。Leenay 等 [77] 在 L.  plantarum 中使用 CRISPR-
Cas9 技术进行基因编辑，但多次编辑 L. plantarum
同一位点并不总是成功的，编辑的结果也会因运用的

方法和打造的菌株种类而产生差异。总的来说，有效

地解决脱靶问题，同时提高基因编辑的效率和精确

性，是研究者们目前亟待解决的问题。

CRISPR-Cas9 技术修饰乳酸杆菌仍需要面对许

多挑战，且该技术的有些机制人类尚未完全掌握，如

潜在靶位点识别机制和原间隔序列邻近基（Proto-
spacer-adjacent motif，PAM）依赖的基础等[77]。尽管

目前从科学的角度看，转基因乳酸杆菌有着更加合

理、优良的性状，能成为代谢产物的生产工厂，但人

们依然对转基因乳酸杆菌闻之色变，认为其已被基因

操控，对人体产生的风险是一个未知数。因此，在广

泛应用转基因乳酸杆菌之前，政府和科学家们都要进

行批判性的风险评估。随着 CRISPR-Cas9 技术地不

断发展，科学家们需要不断地研究克服技术缺陷，这

将会打造出更加稳定的转基因乳酸杆菌。 

3.3　CRISPR-Cas9 技术应用于乳酸杆菌未来展望 

3.3.1   改善乳酸杆菌的抗胁迫性　乳酸杆菌被广泛

地应用于食品工业的过程中，需要面对在生产、储存

和分配过程中所形成的物理、化学多种胁迫，影响乳

酸杆菌发挥生理功能。乳酸杆菌作为发酵剂在发酵

过程中，其稳定性影响着发酵工艺，而作为益生菌被

人体食用后，则需要在对肠道的恶劣条件中存活才能

发挥其活性。因此，运用 CRISPR-Cas9 技术对乳酸

杆菌的基因进行改造，使乳酸杆菌具有更强的稳定

性，从而适应不同条件的生存环境。

乳酸杆菌在工业发酵时自身会产生有机酸，常

常面临酸胁迫，导致乳酸杆菌的细胞活力和发酵产量

降低。谷氨酸脱羧酶（The glutamate decarboxylase，
GAD）系统是乳酸杆菌最重要的抗酸系统之一[78]。

正因为 GAD 的抗酸能力的存在，乳酸杆菌才能在酸

胁迫环境下抑制杂菌生长的同时自身也能够正常发

酵生长。Gong 等[79] 在研究短乳杆菌（L. brevis）的
GAD 系统时，发现 L. brevis 的 GAD 系统中潜在的

转录调节基因 gadR 所表达的 GadR 蛋白一旦失活，

会极大地降低制药工业中的一种重要化合物—γ-氨
基丁酸（Gamma-aminobutyric acid，GABA）的产生，

同时也降低了 L. brevis 的耐酸性。该研究表明 GadR
是调控 L. brevis 的耐酸性和 GABA 合成的正反馈

调节剂。可以预想的是，通过 CRISPR-Cas9 构建高

表达 GadR 的乳酸杆菌是增强菌种抗酸性及工业化

规模生产 GABA 的有效方法。Gong 等[80] 研究表明

L. brevis 中的氮代谢全局性转录调控蛋白基因 glnR
表达的 GlnR 蛋白能够影响细菌的抗酸性和 GABA
的产生。该研究证实了 GlnR 是一种负调控 GAD 表

达的蛋白，能够降低细菌的抗酸性和 GABA 的转化

合成。因此，通过 CRISPR-Cas9 技术敲除掉 glnR 基

因也是一种增强菌株抗胁迫能力的有效方法。

温度也是影响乳酸杆菌活性的重要条件之一。

在食品工业中，为了保持食品的安全卫生，发酵食品

常常需要经过加热、巴氏消毒法进行杀菌，这也导致

乳酸杆菌的数量和细胞活力急速下降，因此提高乳酸

杆菌的抗热性在食品生产加工中尤为重要。热休克

反应（Heat shock response，HSR）是乳酸杆菌面对热

压力产生的防御适应反应，诱导热休克蛋白（Heat
shock proteins，HSPs）的基因表达，形成如小热休克

蛋白、Clp ATP 酶等帮助受损细胞蛋白重新折叠的

分子蛋白和 ClpP、FtsH 等来降解不可逆转的受损蛋
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白质的蛋白酶，从而改善乳酸杆菌对外界热变化的适

应性[81]。Chastanet 等[82] 证实，HSP 中的 clpP 基因

和 clpE 基因受到三级应激基因阻遏物 CtsR 和 HrcA
的双重调控作用。当发生热休克反应，HrcA 会失活，

同时 CtsR 调控 ClpEP 复合物进行表达，进而 ClpEP
复合物把 CtsR 降解。因 CtsR 是一种高度保守的转

录抑制因子，当 CtsR 被降解后，其控制 Clp ATP 酶

才能全部表达来提高乳酸杆菌对热的适应性 [81]。

Desmond 等 [83] 对 L. paracasei 的 groESL 操纵子进

行 PCR 扩增诱导表达，当重组菌株受到热应激时，生

产过量 GroESL 蛋白，大大提高耐热性。因此，可以

通过 CRISPR-Cas9 技术修饰 HSPs 相关基因，增强对

HSPs 的诱导，从而使乳酸杆菌能在高温下保持活性。

在食品加工中改善乳酸杆菌的抗胁迫性是非常

有必要的。在外界的压力下，乳酸杆菌的抗胁迫性越

强，就越能在食品加工中保持细胞活性，从而在开发

的产品中展现出其独特的生理功能。 

3.3.2   利用 CRISPR-Cas9 技术增强乳酸杆菌的抗菌

活性　乳酸杆菌被广泛用于食品和制药工业中，很大

原因是乳酸杆菌具有良好的抗菌活性，而乳酸杆菌的

抗菌机制很复杂，其中很重要的一个方面则是能产生

细菌素[84]。细菌素是核糖体合成的蛋白质或短肽链，

具有一定的抗菌活性，可以通过与特定的表面受体相

互作用导致细胞的破裂[85]，从而抑制特定的或有着相

关结构的菌株的生长，因此可被食品工业用于生物

防腐。

目前研究最多且应用最广泛的乳酸链球菌细菌

素（Nisin，亦称乳链菌肽）被认为是食品和制药工业

中用于防止食物变质和杂菌污染生长的重要化合物[86]。

近年来，随着对细菌素研究的深入，通过生物工程的

方法对 Nisin 进行编辑修饰的研究越来越多。Reiners
等[87] 对乳酸乳球菌（L. lactis）的 Nisin 的基因序列

的 N 端区域进行定点诱变，诱导表达得到 Nisin A
和 Nisin H。测试两种 Nisin 的对金黄色葡萄球菌

（S. aureu）的最小抑菌浓度，结果显示 Nisin A 的最

小抑菌浓度是 6.25 μmol/L，而 Nisin H 为 0.78 μmol/L，
显然，经过定点突变的 Nisin H 比 Nisin A 抗菌效力

更好。同样，O’sullivan 等[88] 发现由头状葡萄球菌（S.
capitis）菌株所产生的乳链菌肽变体 Nisin J 对多种

革兰氏阳性病原体都表现出较强的抗菌活性，使用打

孔扩散法测试 Nisin A 和 Nisin J 对金黄色葡萄球菌

的抗菌能力，Nisin J 的抑菌圈面积为 153.1 mm2，而

Nisin A 的抑菌圈面积只有 109.4 mm2。而 Nisin J
相比于典型的 Nisin A 在结构上的区别在于其中有

9 个氨基酸都发生了变化，这导致了 Nisin J 缺少了

乳链菌肽调节基因 nisR、nisK 和乳链菌肽免疫基因

nisI，从而形成了一种新型的抗菌细菌素。上述研究

是基于通过 PCR 定点诱变的方法得到乳链菌肽，这

也说明了通过生物工程的方法去改造乳酸杆菌进而

得到更完善的益生菌是可能的。Oh 等[89] 利用CRISPR-

Cas9 对罗伊氏乳杆菌（L. reuteri）的 NisR 和 NisK 基

因进行定点饱和诱变，对含有 NNK 基序（N=A/T/G/C
和 K=G/T）的寡核苷酸进行一次转化，其中一个密码

子被修饰为编码所有 20 个氨基酸，结果发现这一重

组体增强 L.  reuteri 的抗菌活性。Van 等 [90] 对 L.
reuteri 构建单链 DNA（ssDNA）重组工程，在 pdu 操

纵子上游的启动子区域进行了 6 个碱基变化，从而

使抗微生物化合物罗伊氏菌素的产量增加了 3 倍，

且与野生型菌株相比，对 E. coli 的杀伤效率提高了

3 倍。随着技术的不断完善，研究者通过 CRISPR-
Cas9 技术对一些有益的乳酸杆菌的染色体中的密码

子进行精确诱变，打造出具有强抗菌性的乳酸杆菌是

可以实现的[79−80]。

乳酸杆菌产生的细菌素在抑菌谱、产量、稳定性

等方面还能进一步改进和提升，上述的研究成果为利

用 CRISPR-Cas9 技术去修饰乳酸杆菌的抗菌活性，

并将其改造为一种更有价值的益生菌菌株的研究与

开发提供了新思路。 

3.3.3   改变乳酸杆菌的免疫调节特性　对乳酸杆菌

中有助于免疫调节的相关基因进行编辑修饰，是改变

乳酸杆菌免疫调节特性的方法之一。一些乳酸杆菌

对宿主具有调节、改善或防止免疫有关的疾病的功

效[1−2]，Steidler 等[91] 构建重组 L. lactis 分泌小鼠白细

胞介素 10（IL-10），当小鼠口服重组菌株可显着减少

肠道炎症，这是最先将转基因乳酸菌运用在调节免疫

治疗中，为治疗炎症性肠病（Inflammatory bowel dise-
ase, IBD）提供新的思路。尽管现在科学家们还缺乏

对细菌类的免疫特性整体机制的理解，但有相关研究

表明，细菌的外细胞表面蛋白在细菌与宿主之间的相

互作用中起了关键的作用[92]。细菌的细胞外壁通常

由细胞壁和细胞膜组成，但在许多古细菌和真细菌中

发现还有一层表面层（Surface layers）结构，也称为 s-
层（S-layers）[93]，该层是通过一类特殊的蛋白质（称

为 S 层蛋白）之间的相互作用所构建的二维晶格结

构所组成[94]。许多研究结果都表明了 S 层蛋白具有

介导免疫调节的功能，为改变乳酸杆菌免疫调节特性

提供了潜在的目标。SIGNR3 是小鼠 8 个同源的树

突细胞受体（DC-sepecific ICAM-grabbing non-inte-
grin，DC-SIGN）之一，与人 DC-SIGN 的生物特征高

度相似[95]。Lightfoot 等[96] 研究发现了 L. acidophilus
的 S 层蛋白可与小鼠的 SIGNR3 连接，进而表达出

调控信号，缓解小鼠的结肠炎症。而 Johnson 等[97]

的研究中也发现了 L. acidophilus 中与 S 层相关的

丝氨酸蛋白酶同源物 PrtX（PrtX, lba1578）突变增强

了对白细胞介素 6（Interleukin 6，IL-6）、IL-12 和 IL-
10 的刺激，可能导致改变上皮肠细胞基质的结构和

特性。此外，Uroić等[98] 发现了 L. brevis 在有 S 层蛋

白的情况下会对机体产生特别的保护以及增强了对

肠细胞的粘附作用，并且 L. brevis 的 S 层蛋白可以

在单核细胞衍生的树突状细胞（Monocyte-derived
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dendritic cells，moDC）中诱导肿瘤坏死因子-α（Tumor
necrosis factor-α，TNF-α）的生成。除了发酵乳杆菌

（L. fermentum）和 L. bulgaricus 等某些物种不会产

生 S 层结构，许多原核生物中都存在 S 层结构，且 S-
层的结构都是保守的，不会轻易地变异[99]。通过运

用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术去精确改变某些乳酸

杆菌 S 层蛋白的表达，可以做到稳定长期地增强这

类菌株的益生功能。

总的来说，对一些精选出来的益生菌或非益生

菌的结构更深入的了解，利用 CRISPR-Cas9 技术敲

入高诱导性启动子来驱动这些基因的过表达，进而调

整优化这些结构来达到改变其免疫特性的目的。 

4　结语
乳酸杆菌作为一种与人类生活密切联系的微生

物，在农业、工业和医药等领域都发挥着重要的作

用。而随着人们生活水平的不断提高以及对美好生

活的需要，开发一些更符合人民需求且更优良的新型

乳酸杆菌变得尤为重要。近年来，通过 CRISPR-Cas9
基因编辑技术打造改良菌株的技术方法引起了国内

外学者的广泛关注，大批研究者通过该技术改造乳酸

杆菌，但转基因乳酸杆菌的应用仍处于实验室验证阶

段。目前作为新一代的基因编辑技术 CRISPR-Cas9
仍然存在脱靶的问题，精确性和效率有待提高。因

此，科学家们不断地追求着更加精准、高效的 CRISPR-
Cas9 介导乳酸杆菌的基因编辑方法，并将其运用到

不同种类的乳酸杆菌中。为了满足人类的需要，改善

乳酸杆菌的特性和功能，通过 CRISPR-Cas9 技术打

造出具有高抗胁迫性、高抗菌活性、不同的免疫活性

等特性的乳酸杆菌，将会是未来发展的趋势。可以预

见的是，随着 CRISPR-Cas9 技术进一步地发展以及

对一些精选出来的乳酸杆菌的基因结构进行更深入

的了解后，将有望打造出更优良且能够被公众所接受

的乳酸杆菌菌株。
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